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\ Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur 
He^sUSng immobilisierter. chira.er ^dodextnnha.bger 
Polvmere auf glatte Oder porose-Oberflachen von Tragerma- 
terialien Die Aufgabe wird gelost durch die Synthese ernes 
chiralen Polymers (z. B. ein Polysiloxan). welches ein 
chemisch gebundenes e-. P- Oder y-Cyclodextrindenvat 
enthalt Hierbei wird das chirale. alkenylierte Cyclodextrinde- 
rivat durch platin-katalysierte Hydrosilylierung an ein Hydro- 
methvlsiloxy-Einheiten enthaltendes Polymer chemisch g 
bunden D?e so erhaltenen CHIRASIL-DEX-Polymerphasen 
warden nach dem Aufbringen aul i d.e I P orose ° ’ ® B 

OberHache von Tragermaterialien mermisch behandelt (z^ . 

40 h bei 190°C). wodurch ©me chirale Cyclodextnn-S 
nSrphase hoher chemischer und ph^.kalischer Stab.htat 
entsteht ("auf Tragermaterial immobilisiertes CHIRASIL 

Hervorgehoben ist der einfache Zugang der 

maS immobilisierten chiralen Cyclodexmn-Polym^e die 

aufgrund ihrer Eigenschaften. wie - B hervo^gende 

Beleauno von glatten oder porosen Oberflachen, hohe 
Temperaturstabilitat und hoher Auswaschfe^gteit. sowoh 

in der Inklusions-Chromatographie (mit gasform ger Hum 

0 er Oder supertcritischer Mobilphase) els auch .n der 
Filtrations- Detektions- und Sensortechnologie (z. B. in 
Mambrane'n. Oder als nicht-extrahierbare Oberflachenmod, 
fikationen von Elektroden und Trans.storen) eingesetzt we 
den. Diese Methoden finden Anwendung zum seleknven 
Nachweis und zur ... 
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Die Erfindung betrifft die Immobilisierung der chira- 
len, cyclodextrinhaltigen Stationarphase CHIRASIL- 
DEX auf die Oberflache von glatten Oder pordsen Tra- 
germaterialien sowie die Verwendung der mit immobili- 
sierten CHIRASIL-DEX-Phasen modifizierten Trager- 
materialien in gepackten Saulen zur selektiven Tren- 
nung von Analyten durch chromatographische und 
elektrokinetische Verfahren. 

In der Inklusions-Chromatographie werden chirale 
Cyclodextrinverbindungen entweder als Zusatze zu 
schwerfHichtigen Trennflussigkeiten (z. B. Squalan oder 
Polysiloxane in der Gaschromatographie, GC), als L6- 
sungen in der mobilen Phase (Hochdruck-Flussigkeits- 
chromatographie, HPLC, im Umkehrphasen-Modus), 
oder in chemisch fixierter Form in immobilisierten Sta- 
tionSrphasen (GC, SFC, CE, HPLC), eingesetzt An die- 
sen Phasen gelingt aufgrund der schnellen und reversi- 
blen Inklusionswechselwirkung zwischen Selektor und 
Selektand die chromatographische Trennung von 
Strukturisomeren, geometrischen Isomeren, Isotopo- 
meren und im Falle chiraler Systeme auch die Trennung 
von Enantiomeren (vgl.(l-5)). 

1) Schurig, V„ Schmalzing, D., Muhleck, U., Jung, M., 

Schleimer, M., Mussche, P., Duvekot, C, Buyten, J. 

C M J. High Res. Chromatogn, 13 (1990), 713 

2) Schmalzing, D., Jung, M., Mayer, S„ Rickert, J., J. 

High Res. Chromatogr., 15 (1992), 723 

3) Schurig, V., Schmalzing, D., Schleimer, An- 

gew. Chem n 103 (1991), 994 

4) Jung, M., Schurig, V. T J. Microcol. Sep„ 5 (1993), 1 1 

5) Mayer, S., Schurig, V., J. Liquid Chromatogr., 16 

(1993), 915. 

Bedingt durch die sehr hohe Ldsungskraft flussiger 
bzw. ilberkritischer Mobilphasen und durch die oft er- 
hdhten Analysentemperaturen bei der Verwendung 
gasfdrmiger Mobilphasen werden an die immobilisier- 
ten StationSrphasen SuBerste Anforderungen in Bezug 
auf chemische und physikalische Stabilitat gestellt Die- 
se wird bisher einerseits durch die Verwendung von 
Silicagelen erreicht, deren OberflSchen-Silanolgruppen 
mit entsprechend reaktiven, chiralen Molekulen modifi- 
ziert wurde, und andererseits durch den Einsatz natiir- 
lich vorkommender, chiraler Polymere (z. B. Zucker, 
Proteine) in derivatisierter oder nativer Form. Obwohl 
diese Verfahren zahlreiche Anwendungen gefunden ha- 
ben, unterliegen sie teilweise gravierenden methodi- 
schen Einschrankungen (z. B. Einsatz des TrSgers als 
Reaktionspartner, hoher und schwer kontrollierbarer 
Anteil nicht reagierter Oberflachen-Silanole mit der 
Tendenz zu silanophilen Wechselwirkungen, groBpori- 
ge oder nicht-porose Tragermaterialien sind oft nicht 
verwendbar). Ein naheliegendes Ziel ist daher, den Se- 
lektor unabh&ngig von der Anwesenheit chromatogra- 
phisch unerwOnschter Silanolgruppen zuerst chemisch 
an eine fluide Matrix zu binden und dieses chirale Poly- 
mer anschlieBend durch Belegen auf den Trager aufzu- 
bringen. 

Der vorliegenden Erfindung lag deshalb die Aufgabe 
zugrunde, entsprechende CHIRA-SIL-DEX-Statio- 
nSrphasen mit hoher Stabilit&t ohne Verlust der Selekti- 
vitat auf einen Trager zu fixieren und dieses neue Ver- 
fahren filr die chromatographische Trennung von Sub- 
stanzen, insbesondere Enantiomere, zu verwenden. 

Diese Aufgabe wurde erfindungsgemaB dadurch ge- 
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lost, daB ein alkenyliertes Cyclodextrinderivat durch 
platin-katalysierte Hydrosilylierung an ein Hydrome- 
thylsDoxy-Einheiten enthaltendes Polymer chemisch ge- 
bunden wurde. Die so erhaltene chirale Cyclodextrin- 
5 Stationarphase wird durch Einbringen des Tragermate- 
rials in eine Ldsung des Polymers in Dichlormethan und 
sich anschlieBender langsamer Entfernung des Ldsungs- 
mittels auf den Trager belegt. Die hohe Auswaschfestig- 
keit der CHIRASIL-DEX-Stationarphase wird im letz- 
io ten Schritt durch thermische Behandlung (typischerwei- 
se 40 Stunden bei 190°C) im Hochvakuum erreicht, wo- 
bei eine bis zu 80-prozentige Immobilisierung erzielt 
wird. Der Mechanismus der Immobilisierung ist noch 
unbekannt Die Gegenwart zusatzlicher Hydrosilang- 
15 ruppen oder Spuren von Platinmetall-Katalysator schei- 
nen jedoch den Vorgang der Quervemetzung positiv zu 
beeinflussen. Wird Silicagel als Tragermaterial verwen- 
det, so kann dieses nach Extraktion der nicht immobili- 
sierten Bestandteile mit Dichlormethan und Methanol 
20 in eine Trennsaule beliebiger Geometrie gepackt wer- 
den- Die so hergestellten gepackten Trennsaulen eignen 
sich zur chromatographischen Trennung von Substan- 
zen unter Verwendung fliissiger und superkritischer 
Mobilphasen. Selbst unter Verwendung von Mobilpha- 
25 sen hoher Losungsmittelstarke (Dichlormethan, Tetra- 
hydrofuran) bis zu 50° C wurde kein Verlust an Statio- 
narphase nach Elution von uber eintausend Saulenvolu- 
mina beobachtet Eine geringe Ausblutungsrate der Sta- 
tionarphase ist eine unabdingbare Voraussetzung zur 
30 effektiven Kopplung der Inklusionschromatographie 
mit spektroskopischen Methoden in der Spurenanalytik. 

Hervorzuheben ist der einfache Zugang der erfin- 
dungsgemaB mit immobilisierten, cyclodextrinhaltigen 
Polymeren belegten Tragermaterialien. 

35 Die erfindungsgemaBe Methode der Immobilisierung 
von cyclodextrinhaltigen Polymeren auf andere glatte 
oder porose Oberflachen ist auch auf die in der Filia- 
tions-, Detektions- und Sensortechnologie ublichen TrS- 
germaterialien anwendbar. Die folgenden Beispiele sol- 
40 len die Erfindung erlautem, ohne diese jedoch einzu- 
schranken. 

Beispiel 1 

45 Zur Herstellung des olefinierten Cyclodextrinderiva- 
tes werden in einem 500 ml Dreihalskolben mit Stick- 
stoffeinlaB, Tropftrichter und RuckfluBkiihler mit 
Quecksilberventil unter Stickstoff 10 g (8,83 mmol) was- 
serfreies B- Cyclodextrin (48 h bei 60° C Ober Phosphor- 
50 pentoxid getrocknet) in 225 ml trockenem Dimethyisulf- 
oxid gelost. Dazu fugt man 1,8 g (45 mmol) pulverisierte 
Natriumhydroxidplatzchen hinzu. Die L6sung verfarbt 
sich gelb. Nach einer halben Stunde starkem Ruhren bei 
Raumtemperatur wird die L6sung klar. Man laBt noch 
55 eine Stunde Ruhren und tropft dann langsam 7,6 ml 
(45 mmol) 8-Brom-l-octen, gelost in 30 ml trockenem 
Dimethylsulfoxid zu. Nach 48 Stunden Reaktionszeit 
wird von Natriumbromid und N atrium hydroxid abfil- 
triert und die Lasting bis zur Trockne eingeengt. Der 
60 Riickstand wird in 30 ml Methanol aufgenommen. 
Durch die langsame Zugabe von insgesamt 150 ml Diet- 
hylether entsteht ein weiBIicher Niederschlag, den man 
schnell Ober einen Buchnertrichter abfiltrierL Durch 
Flash-Chromatographie wird von nicht alkenylierten 
65 und uberalkenylierten Produkten abgetrennt (Laufmit- 
te!Toluol:Ethanol4 : 1). Mittels Ion-Spray-Massenspek- 
trometrie wird der Substitutionsgrad des p-Cyclodex- 
trins bestimmt. Das kristalline monooktenylierte Pro- 
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dukt wird bei 60° C und 0,05 Torr uber Nacht getrocknet 
(Ausbeute: 7,1 g, 64% der Theorie). Dieses Produkt 
kann nun auf beliebige Weise weiter derivatisiert wer- 
den. 

5 

Beispiel 2 

Soli beispielsweise eine Permethylierung durchge- 
fiihrt werden, bringt man vorsichtig 3,0 g (125 mmol) 
Natriumhydrid in einen Vierhalskolben mit Stickstoff- io 
einlaB, zwei Tropftrichtern und RuckfluBkiihler mit 
Quecksilberventil werden vorsichtig unter Stickstoff 
ein. Aus einem der beiden Tropftrichter wird dann vor- 
sichtig die Halfte einer LBsung von 3,0 g (2.4 mmol) des 
in Beispiel 1 beschriebenen Produktes in 100 ml wasser- 15 
freiem Dimethylformamid zugetropft (Wasserstof fent- 
wicklung!). Danach gibt man uber den zweiten Tropft- 
richter die Halfte von 1 1,8 ml Methyiiodid (188 mmol) so 
langsam zu, daB die Temperatur 20° C nicht uberschrei- 
tet Nach einstundigem Ruhren werden in obiger Rei- 20 
henfolge die restlichen Losungen zugetropft Nach einer 
weiteren Stunde wird die Reaktionsmischung langsam 
auf 300 ml Eiswasser gegossen. Die waBrige Losung 
wird dreimal mit je 100 ml Diethyether ausgeschuttelt 
und die vereinigten Diethyletherphasen dreimal mit je 25 
20 ml Wasser ruckextrahiert, urn den groBten Teil des 
Dimethylformamid zu entfemen. Nach Trocknen uber 
Natriumsulfat wird das Losungsmittel einrotiert Es ent- 
steht ein gelblicher Feststoff. Von untermethylierten 
Cyclodextrin deri vat en wird durch Flash-Chromatogra- 30 
phie (Laufmittel Toluol : Ethanol 4 : 1) gereinigt 

Das Produkt wird liber Nacht bei 60° C und 0.05 Torr 
getrocknet (Ausbeute: 13 g>44 % der Theorie). 

Beispiel 3 35 

Die Darstellung des chiralen Polysiloxans erfolgt aus 
Hydromethylpolysiloxan, an welches durch Platin-kata- 
lysierte Hydrosilylierung in einer polymeranalogen Re- 
aktion das ungesattigte f5-Diketon chemisch angebun- 40 
den wird. Das Hydromethylpolysiloxan enthalt z. B. bis 
zu 25% Hydromethyldisiloxy-Einheiten bei Molekular- 
gewichten bis zu 15000. Die chemische Struktur der 
Substituenten der restlichen Monomereinheiten des 
Hydromethylpolysiloxans kann dabei in weiten Gren- 45 
zen variiert werden (z. B. Alkyl, Aryl, Perfluorierte Re- 
ste, ionische Gruppen). Die Verwendung von Blockpo- 
Iymeren Oder smektischen Phasen mit Hydro methylsi- 
loxy-Monomereinheiten ist ebenfalls moglich. 

ErfindungsgemaB werden in einer typischen Synthese 50 
zum Beispiel 3 g (1 mmol) (5%) Hydromethyl- (95%) 
Dimethylpolysiloxan (MW etwa 3000) und 0,72 g des im 
Beispiel 2 beschriebenen PermethyI-Monokis-6-(okt- 
7-enyl)-P-cyclodextrin (ca 03 mmol), gelost in 100 ml ab- 
solutem Toluol, in einen 250 ml Dreihalskolben mit 55 
Stickstoff einlaB, Tropftrichter und RuckfluBkuhler mit 
Quecksilberventil eingebracht und unter RuckfluB er- 
hitzt Man gibt dann 1 ml einer etwa 0,l%igen Losung 
von Hexachloroplatin(IV)saure-hexahydrat in absolu- 
tem Tetrahydrofuran (etwa 03 mg in 5 ml) zur sieden- eo 
den LBsung. Nach einer Stunde wird noch 1 ml der Ka- 
talysatorlosung dazugegeben und dann die Reaktionslo- 
sung 24 Stunden am RuckfluB erhitzt Nach Abrotieren 
des Toluols wird der Rucks tand in 50 ml wasserfreiem 
Methanol aufgenommen, die Losung etwas geruhrt und es 
dann abdekantiert, urn von unumgesetztem Cyclodex- 
trin zu befreien. Der Rucks tand wird in 10 ml n- Pen tan 
aufgenommen, dazu gibt man tropfenweise Methanol, 
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bis sich erste katalysatorhaltige Siloxantropfen bilden. 
Man dekantiert ab und rotiert die Methanol/n-Pentan 
Losung ein. Dieser Vorgang wird wiederholt, falls nach 
dem Einrotieren kein durchsichtiges Polysiloxan ent- 
standen ist Das zahflussige, manchmal leicht br&unliche 
Polysiloxan wird iiber Nacht bei 60° C und 0,05 Torr 
getrocknet (Ausbeute: 13 g> 34% der Theorie). 

Beispiel 4 

Zur erfindungsgemaBen Herstellung von Tr&germa- 
terialien, die mit immobilisierten CHIRASIL-DEX-Sta- 
tionarphasen belegt sind, lost man entsprechend der ge- 
wunschten Filmdicke eine bestimmte Menge z. B. des 
nach Beispiel 3 erhaltenen Polymers in trockenem Di- 
chlormethan (1 : 20 w/v) und schlemmt dieses mit 4 g 
Silicagel (z. B. 5 pm, 300 A PorengroBe), welches vorher 
durch azeotrope Destination mit Toluol getrocknet 
wurde, im Ultraschallbad auf. Danach wird das Losungs- 
mittel langsam am Rotationsverdampfer abgezogen 
und das rieselfahige, nicht verklebte mit CHIRASIL- 
B-DEX belegte Silicagel im Hochvakuum 48 Stunden 
lang auf 190° C erhitzt Nicht immobilisiertes CHIRA- 
SIL-DEX wird mit je 200 ml Methanol, Dichlormethan 
und Diethylether extrahiert Zur Berechnung des Immo- 
bilisierungsgrades wurde der prozentuale Gehalt von 
Kohlenstoff und Wasserstoff, bestimmt mittels Elemen- 
taranalyse, vor und nach dem Waschen des mit immobi- 
lisiertem CHIRASIL-DEX belegten Silicagel mit den 
Losungsmitteln benutzt Die Immobilisierungsraten be- 
tragen70— 80%. 

Mit diesem Material werden z. B. 10 oder 25 cm lange 
HPLC-Saulen (4.6 mm Innendurchmesser) nach kon- 
ventionellen Methoden im Slurry-Verfahren gepackt 
Die HPLC-Saulen werden zunachst mit Methanol, Me- 
thanolAVasser (1 : 1, v/v) und Wasser gespult Die wei- 
tere Konditionierung erfolgt mit dem jeweiligen Puffer- 
system bei einer FlieBgeschwindigkeit von 03 mi/min, 
bis eine stabile Basisiinie zu beobachten ist Die Saulen 
werden vor Aufbewahrung zuerst mit MethanolAVas- 
ser (80/20, v/v) und danach mit Methanol gespult 

Beispiel 5 

An einer nach Beispiel 4 aus 1.8 g mit immobilisiertem 
CHIRASIL-DEX belegtem Silicagel (20%, w/w) herge- 
stellten 10 cm x 4.6 mm ID Gepacktsaule gelingt z. B. 
die selektive Trennung der Enantiomere von Hexobar- 
bital (s. Abb. 1) unter Verwendung eines 20 mM Borat/ 
Phosphat Puffers (pH 7,1 ml/min), welcher mit verschie- 
denen organischen Losungsmitteln modifiziert wurde. 
Die Aufldsung der Peaks der getrennten Enantiomere 
nimmt mit sinkender Konzentration imd steigender Po- 
laritat des Modifiers stark zu. In Abb. 1 auf der linken 
Seite wurde Methanol als Modifier in unterschiedlichen 
Konzentrationen benutzt Die Auflosung der Peaks 
steigt mit sinkender Methanolkonzentration. Wird an- 
stelle von Methanol Acetonitril verwendet verschlech- 
tert sich die Auflosung der Enantiomere erheblich. 

Patentansp ruche 

1. Cyclodextrinhaltige Polymere (z. B. Polysiloxane, 
Blockpolymere oder smektische Phasen), bei denen 
ein chirales Cyclodextrinderivat chemisch an eine 
Polymerkette geb unden ist und die auf glatte oder 
porose Oberflachen von Tragermaterialien immo- 
bilisiert werden (immobilisiertes CHIRASIL-DEX). 



BEST AVAILABLE COPY 





DE 43 24 636 A1 

5 6 



2 . Immobilisierte cyclodextrinhaltige Polymere 
nach Anspruch 1, die als chirale Cyclodextrinkom- 
ponente a-, p-, oder y-Cydodextrindenvate enthal- 
ten. 

3 . Immobilisierte cyclodextrinhaltige Polymere 5 
nach Anspruch 1 und 2, welche aus Cyclodextrinde- 
rivaten von a-, P-, oder y-Cyclodextrin hergestellt 
wurden, die eine endstandige Doppelbindung ent- 
halten. Die verbleibenden Alkoholfunktionen des 
jeweils verwendeten olefinierten Cyclodextrins 10 
werden entweder in unveranderter Form oder nach 
beliebiger chemischer VerStiderung (z. B. Alkylie- 
rung, Acylierung, Carbamoylierung, Si-lylierung) 
eingesetzt. 

4 . Immobilisierte, chirale Polymere nach Anspruch 15 
1 — 3 , welche durch Hydrosilylierung an ein Hydro- 
methylsiloxy-Einheiten-enthaltendes Polymer che- 
misch gebunden werden. 

5 . Chirale cyclodextrinhaltige Polymere nach An- 

spruch 1 — 4 , die durch thermische Behandlung auf 20 
die glatte oder pordse Oberflache von TrSgermate- 
rialien (2. B. Silicagel), wie sie allgemein in der se- 
lektiven Auftrennung, Detektion und Sensorik von 
Substanzen Verwendung finden, immobilisiert wur- 
den. 25 

6. Verfahren zur chromatographischen Trennung 

von Isomeren, Isotopomeren und insbesondere von 
Enantiomeren sowie komplexen Gemischen von 
Wirkstoffen (2. B. Phercmonen, Aromen, Geruchs- 
stoffen, Narkotika) durch Einbringen der in An- 30 
spruch 1 —4 beschriebenen, mit chiralen cyclodex- 
trinhaltigen Polymeren modifizierten TrSgermate- 
rialien als Station&rphasen in Trennsaulen unter 
Verwendung einer fliissigen oder uberkritischen 
Mobilphase. 35 

7 . Verfahren zur Trennung von Isomeren, Isotopo- 
meren und insbesondere von Enantiomeren sowie 
von komplexen Gemischen durch elektroosmoti- 
sche Chromatographie, sowie der Ultra- bzw. Hy- 
perfiltration, bei denen immobilisierte bzw. nicht- 40 
extrahierbare, chirale Cyclodextrinpolymere nach 
Anspruch 1—5 unter vorheriger Aufbringung auf 
ein TrSgermaterial eingesetzt werden. 

8. Verfahren zur selektiven Detektion von Isome- 

ren, Isotopomeren und insbesondere von Enantio- 45 
meren sowie von komplexen Gemischen, bei denen 
nicht-extrahierbare, chirale Cyclodextrinpolymere 
nach Anspruch 1—5 unter vorheriger Aufbringung 
auf einen TrSger (z. B. Elektroden- oder Transistor- 
oberflSche), eingesetzt werden. so 
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